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(57) Abstract 

The invention concerns a composition 
for the transfection of higher eucaryolic cells, 
A complex of a nucleic acid to be expressed 
in the cell and a cationic lipid present in 
a suboptimal concentration for transfection 
contains one or a plurality of membrane- 
active acid peptides and optionally helper 
lipid(s). The ratio of the total number of 
positive charges to the total number of neg- 
ative charges in the composition is between 
approximately 0 and approximately 3. 

(57) Zusarnmenfassung 

Zusammensetzung fur die Transfektion 
hdherer eukaryotischer Zellen. Ein Kom- 
plex aus etner in der Zelle zu exprimierenden 
Nukleinsaure und einem kationischen Lipid, 
das in einer fur die Transfektion subopti- 
malen Konzentration vorliegt, cnthfiltein oder 
mehrere membranaktive satire Peptide, sowic 
gegebenenfalls Helferiipid(e). Das VerhAltnis 
der Gesamtzahl der positiven zur Gesamtzahl 
der negati ven Ladungen in der Zusammenset- 
zung betrfigt ca. 0 bis ca. 3. 
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Zusammensetzung fur die Trans fekt ion hoherer 
eukaryotischer Zellen 

Die Erf indung bezieht sich auf die Transf ektion von 
hoheren eukaryotischen Zellen/ insbesondere von 
Saugetierzellen. 

Bedarf an einem effizienten System fur das Einfuhren 
von Nukleinsaure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust , urn in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen. 

Die bisher am weitesten fortgeschrittenen und 
verbreiteten Technologien fur die Anwendung von 
Nukleinsauren im Rahmen der Gentherapie benutzten 
Systeme fur den Transfer von Genen in die Zelle 
funktionieren auf der Grundlage von Viren, insbesondere 
Retroviren und Adenoviren (Miller, 1992; Mulligan, 
1993; Berkner; 1988) , und kationischen Lipiden (Behr, 

1994) . Alternative Strategien fur den Gentransfer 
beruhen auf Mechanisrnen, deren sich die Zelle fur den 
Transport von Makromolekulen bedient. Ein Beispiel 
dafur ist der Import von Genen in die Zelle uber den 
Weg der Rezeptor-vermittelten Endozytose (z.B. Wu und 
Wu, 1987, Wagner et al., 1990, EP-A1 0388 758). 

Von den im letzten Jahrzehnt entwickelten synthetischen 
Gentransfervehikeln haben sich mono- und 
polykationische amphipathische Lipide, die DNA 
komplexieren und kondensieren konnen, als besonders 
vielversprechend erwiesen (Behr, et al., 1989; Feigner, 
et al. f 1987 und 1994; Leventis, et al., 1990; Gao, et 
al., 1991; Rose, et al., 1991; Hawley -Nelson, et 
al.,1993; Weibel, et al. f 1995; Solodin, et al., 

1995) . 
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Bestrebungen zur Steigerung der Leistungsfahigkeit von 
Gentransfermethoden auf der Grundlage von kationischen 
Lipiden konzentrierten sich bisher auf die direkte 
Modifikation des kationischen Lipids, z.B. durch 
Acylgruppen, Spacer-Arme oder hydrophile Abschnitte 
(Remy, et al., 1994; Feigner, et al., 1994). Trotz 
verbesserter Ergebnisse aufgrund solcher MaSnahtnen ist 
noch immer vieles uber den Eintrittsmechanismus von 
Lipid/DNA-Partikeln in die Zelle unklar. Aufgrund 
jungerer Verof f entlichungen (Zabner, et al., 1995) 
durfte der Haupttransportweg dieser Partikel uber die 
Endozytose verlaufen. 

Kationische L^pide zeigen in vitro die besten 
Trans f ektionsergebnisse bei deutlichem positivem 
LadungsuberschufS. So hat sich z.B, fur das Lipospermin 
DOGS (Dioctadecylamidoglyclyspermin, kommerziell 
erhaltlich unter dem Handelsnamen "Transf ectam" ) ein 
drei- bis sechsfacher UberschuS an positiven Ladungen 
im Verhaltnis zur DNA als fur die 

Transfektionseff izienz optimal erwiesen (Barthel, et 
al., 1993). Die positiven Ladungen fordem die Bindung 
des Komplexes und deren Aufnahme in die Zellen. 
Zusatzlich hat Transfectam eine Puf f erwirkung auf die 
Endosomen (der pKa-Wert des am wenigsten basischen 
sekundaren Amins von Lipospeirmin, das fur die 
Puf f erwirkung mafigeblich ist, betragt ca. 5.4; Behr, 
1994) und schutzt daher einerseits die DNA vor 
enzymatischem Abbau, andererseits verursacht es ein 
osmotisches Anschwellen und eine anschlieSende 
Destabilisierung der gepufferten Endosomen. Eine stark 
positive Ladung der Lipid/DNA-Komplexe hat somit bei 
der Anwendung in vivo u.a. den Nachteil, dafi die 
Lipid/DNA-Partikel nur eine sehr kurze Halbwertszeit 
haben . 
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Urn die Eff izienz der Lipopolyamine DOGS und DPPES 
(Palmitoylphosphatidylethanolamin) bei geringem 
positivem LadungsuberschuS (Verhaltnis 
positive: negative Ladungen 2, vorzugsweise 0,5 bis 
1.5) zu verbessem, wurde der Zusatz von Adjuvantien 
vorgeschlagen, die mit dem Lipopolyamin/Nukleinsaure- 
Komplex assoziieren kdnnen, z.B. der Zusatz sog. 
"Helferlipide" . 

Von Kamata, et al,, 1994, wurde die Effizienz des 
Gentransf ers, der mit Lipofectin, einem 1:1 Gemisch aus 
dem monokationischen Lipid DOTMA (N-[l- (2 , 3-Dioleyl - 
oxy ) propyl] -N # N, N- trimethylammoniumchlorid) und dem 
Helferlipid DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin) , bei 
einem positiven LadungsuberschuS von 1.25 erzielt 
wurde, mittels Peptiden urn das 3 bis Sfache erhoht . 

Ahnlich wurde in der WO 95/02698 vorgeschlagen, fur die 
Transf ektion von Zellen kationische Lipide in 
Kombination mit membranaktiven Peptiden von Viren mit 
Hulle, u.a. von Inf luenzaviren, einzusetzen, wobei 
eines der von Kamata et.al., 1994 beschriebenen Peptide 
oder ein vom Glycoprotein von Vesicular Stomatitis 
Virus abgeleitetes Peptid in Kombination mit 
Lipofectamin, einem 3:1 Gemisch des polykationischen 
Lipids 2 , 3-Dioleyl oxy-N- [2 (spermincarboxamido) ethyl]- 
N,N-dimethyl-l-propanaminiumtrif luoracetat (DOSPA) und 
DOPE verwendet und bei einem als optimal ermittelten 
positiven LadungsuberschluS von ca. 2 0 eine 
Verbesserung der Transf ektionseff izienz urn das bis zu 
12fache erzielt wurde. 

Andererseits brachten kationische Lipide, die mit 
viralen Peptiden konjugiert wurden, urn ihnen die 
fusogenen oder karyophilen Eigenschaf ten von Viren zu 
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verleihen, enttauschende Ergebnisse bei optimaler 
Lipidkonzentration (Remy et al., 1995). 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
ein neues Gent ransfer system auf der Grundlage 
kationischer Lipide bereitzustellen. 

Bei der Losung der gestellten Aufgabe wurde zunachst 
die Frage gestellt, ob es die an die Endozytose 
anschliefienden Schritte sind, wie der Transport von DNA 
aus dem Endosom ins Zytoplasma und weiter in den Kern, 
die den EngpaS fur einen erfolgreichen Gentransfer mit 
kationischen Lipiden darstellen. 

Es wurde festgestellt , dafi der Zusatz von 
membranaktiven Inf luenzapeptiden nur eine geringfiigige 
Verstarkung der Genexpression (1.5 bis Sfach) mit 
Transfectam bewirkt, wenn dieses bei optimalen 
Konzentrationen, also bei hohem posit ivem 
LadungsiiberschuS, eingesetzt wird. Dies la£t darauf 
schlieSen, da£ in diesem Zusammenhang der EngpaS fur 
den Gentransfer nicht die Freisetzung aus den 
endozytotischen Vesikeln sein durfte, was auch im 
Einklang mit den von Kamata # et al., 1994, erhaltenen 
Ergebnissen steht (vgl. oben) . 

Die gestellte Aufgabe wurde erf indungsgemaS durch eine 
Zusammensetzung fur die Transfektion von h&heren 
eukaryotischen Zellen gel6st, wobei die Zusammensetzung 
einen Komplex, enthaltend eine in der Zelle zu 
exprimierende Nukleinsaure sowie, in einer fur die 
Transfektion suboptimalen Konzentration, ein oder 
mehrere kationische Lipide, sowie gegebenenf alls 
Helferlipid(e) , enthalt. Die Zusammensetzung ist 
dadurch gekennzeichnet , dafi sie ein oder mehrere 
membranaktive saure Peptide enthalt, wobei das 
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Verhaltnis der Gesamtzahl von positiven zur Gesamtzahl 
von negativen Ladungen in der Zusammensetzung 
ca. 0 bis ca. 3 betragt. 

Vorzugsweise betragt das Verhaltnis der positiven zu 
den negativen Ladungen in der Zusammensetzung 
ca. 0 bis ca. 2. 

Unter "suboptimaler Konzentration" wird die Menge an 
kationischem Lipid verstanden, bei der das Verhaltnis 
der positiven Ladungen des kationischen Lipids zu den 
negativen Ladungen der Nukleinsaure verschieden ist von 
dem fur die jeweilige Transfektion als optimal 
ermittelten Verhaltnis, so daS die mit kationischem 
Lipid, gegebenenfalls unter Zusatz von Helferlipid, 
erzielte Transf ektionsef f izienz geringer ist als bei 
optimalen Verhaltnissen, wobei sich "optimal" auf die 
infolge der Transfektion erzielte Expression der 
Nukleinsaure (bzw. im Fall der Verwendung von 
inhibierender RNA auf das Ausmafi der beabsichtigten 
biologischen Wirkung) in der Zelle bezieht. Die 
suboptimale Konzentration kann hoher oder geringer sein 
als die optimale Konzentration. 

Die suboptimale Konzentration von kationischem Lipid, 
gegebenfalls in Mischung mit Helferlipid, entspricht 
bevorzugt einer Konzentration, bei der die 
Transfektionseff izienz urn einen Faktor von mindestens 
ca. 2, vorzugweise um einen Faktor ca. 5 bis ca. 2.000, 
geringer ist als bei optimaler Konzentration. 

Die fGr die jeweilige Transfektion optimale 
Konzentration an kationischem Lipid bzw. die 
subobtimale Konzentration, bei der 
Transf ektionsef f izienz hochstens den halben Wert 
erreicht wie bei optimaler Konzentration, ist 
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zelltypabhangig; sie kann im einzelnen durch Titration 
ermittelt werden, indem das kaionische Lipid, das 
gegebenenfalls in Mischung mit Helferlipid vorliegt, in 
steigenden (oder auch fallenden) Konzentrationen 
eingesetzt wird; zweckmafiig wird zur Bestimmung der 
Transfektionseff izienz ein Reportergen, z.B. ein 
Lucif erasegen, verwendet . 

Membranaktive Peptide sind durch ihre Fahigkeit 
definiert, Endosomenmembranen zu destabilisieren; sie 
werden auch als "endosomolytisch wirksame Peptide" , 
"Endosomen aufbrechende Peptide" oder als "fusogene" 
Peptide bezeichnet. Diese Peptide haben amphipathischen 
Charakter und konnen ex-Helices ausbilden; sie sind 
aufgrund ihrer membranaktiven Eigenschaf ten fur den 
Einsatz bei Gentransf ermethoden geeignet, bei denen die 
Freisetzung des in die Zelle transport ierten 
genetischen Materials aus den Endosomen einen 
limitierenden Schritt darstellt, z.B. beim Import von 
Nukleinsaure in die Zelle uber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose . 

Als membranaktive Peptide im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung geeignet sind Peptide naturlichen Ursprungs 
oder synthetische Peptide, z.B. die in der WO 93/07283, 
von Plank et al. 1994, oder von Zauner et al . 1995, 
ver6ff fentlichten Peptide. 

Ob Peptide geeignete membranaktive Eigenschaf ten 
aufweisen und somit fur die Verwendung im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung in Betracht kommen, kann mit 
Hilfe von Assays bestimmt werden, die den Vorgang 
simulieren, der in der Zelle beim Aufbrechen von 
Endosomen ablauf t . Geeignete Assays sind der Liposomen- 
und der Erythrozyten-Durchlas sigke its -Assay , die z.B. 
von Plank et al., 1994, beschrieben wurden. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die 
Zusamensetzung ein Peptid der Bezeichnung INF6 mit der 
Sequenz GLF GAI AGFI ENGW EGMI DGWYG. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die Zusamensetzung ein Peptid der Bezeichnung INF10 mit 
der Sequenz GLF ELA EGLA ELGW EGLA EGWYGC . 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die Zusammensetzung ein Peptid der Bezeichnung INF5 mit 
der Sequenz [GLF EAI EGFI ENGW EGnIDG] 2 K. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die Zusammensetzung ein Peptid der Bezeichnung EGLA- 1 
mit der Sequenz GLFL GLA EGLA EGLA EGLA EGLA EGL EGLA 
GGSC. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die Zusammensetzung ein Peptid der Bezeichnung INFA mit 
der Sequenz GLF EAI EAFI ENAW RAMI DAW YG . 

Weitere geeignete Peptide sind synthetische Peptide der 
Bezeichnung INF8 mit der Sequenz [GLF EAI EGFI ENGF EGMI 
DGGG]2 K; der Bezeichnung INF9 mit der Sequenz GLF ELA 
EGLA ELGA EGLA EGWYGC; der Bezeichnung EGLA- 1 1 mit der 
Sequenz WEA GLA EGLA EGLA EGLA EGLA EGL EGLA GGSC; der 
Bezeichnung EGLA-III mit der Sequenz GLF EGA EGLA EGA 
EGLA EGLA EGWY GAC und der Bezeichnung EGLA- IV mit der 
Sequenz GLF EGA EGLA EGW EGLA EGLA EGWY GAC. 

Weitere im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
synthetische membranakt ive Peptide sind die von Plank 
et al., 1994, beschriebenen, insbesondere Peptide der 
Bezeichnung INF4, INF4DI und INF7. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist das 
membranaktive Peptid mit einem Lipid modifiziert, z.B. 
mit Dipalmitoylphosphatidylethanolamyl (DPPE) ; es 
konnen auch modif iziertes und nicht-modif iziertes 
Peptid in der Zusammensetzung enthalten sein. Bei 
Verwendung eines lipidmodif izierten Peptids kann auf 
den Zusatz von Helferlipid verzichtet werden. 

Als Lipide fur die Modi fikat ion des membranaktiven 
Peptids konnen grundsatzlich dieselben Lipide verwendet 
werden, die auch als Helferlipide zum Einsatz konunen; 
die Auswahl des Lipids wie auch des Peptids erfolgt im 
allgemeinen, aus praktischen Grunden, vor allem im 
Hinblick auf die Koppelungmethode, aufgrund des 
Vorhandenseins von reaktiven Gruppen. Die Koppelung der 
Komponenten erfolgt nach literaturbekannten Methoden, 
z.B. wie von Martin et al., 1989, oder von Remy et al., 
1995 , beschrieben . 

Die Menge, in der das, gegebenfalls lipidmodif izierte, 
membranaktive Peptid dem Transf ektionskomplex zugesetzt 
wird, ist abhangig von der positiven Gesamtladung des 
Lipid/DNA-Komplexes sowie von der Summe der negativen 
Ladungen des Peptids und dessen Molekulargewicht . Die 
relative Menge im Verhaltnis zum kationischen Lipid 
(Aquivalente, angegeben in Mol Peptid/Mol kationisches 
Peptid) bzw. die Menge an verwendeter absoluter Menge, 
wird im einzelnen augrund dieser Parameter berechnet. 
(Im Fall von INF6 wurden z.B. fur 2 Ladungs&quivalente 
Transf ectam, entsprechend 6 nMol, 5 /xg INF6, 
entsprechend 2 nMol, eingesetzt) . Im Hinblick auf ein 
Verhaltnis von positiven zu negativen Ladungen von ca. 
0 bis ca. 3, vorzugsweise ca. 0 bis ca. 2, kann die 
Peptidmenge zunachst in Vorversuchen, gegebenenf alls im 
Vergleich mit anderen Peptiden, variiert und auf diese 
Weise die optimal wirksame Menge ermittelt werden. 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kann grundsStzlich 
jedes mono- oder polykationische Lipid verwendet 
werden, wobei polykationische Lipide im allgemeinen 
bevorzugt werden. Aus dem Stand der Technik sind 
zahlreiche kationische Lipide bekannt, die als 
Bestandteil der erf indungsgemafien Zusammensetzung 
verwendet werden konnen. Beispiele fur geeignete 
kationische Lipide sind z.B. der WO 95/02698, der 
WO 91/16024, sowie den Verof f entlichungen von Remy et 
al., 1994; Solodin et al., 1995; Feigner et al . , 1994; 
Ruysschaert et al., 1994; Weibel et al . , 1995; Le 
Bole'h et al., 1995), auf deren Offenbarung Bezug 
genomraen wird, zu entnehmen. 

Besonders bevorzugte kationische Lipide sind 
Lipopolyamine, z.B. die in der EP-A1 394 111 
beschriebenen, insbesondere DOGS 
(Dioctadecylamidoglyclyspermin) , das unter dem 
Handelsnamen "Transf ectam" erhaltlich ist. 

Das kationische Lipid, gegebenenf alls in Mischung mit 
Helferlipid, ist, wie oben angegeben, in den 
Transfektionskomplexen in suboptimaler Menge enthalten, 
d.h. das Verhaltnis zwischen den positiven Ladungen des 
Lipids und den negativen der Nukleinsaure ist groSer 
oder kleiner als das fur die optimale 
Gent rans fere ff izienz eingesetzte, wobei fur die 
Definition der suboptimalen Menge an kationischem Lipid 
im Falle der Gegenwart von Helferlipid dessen Wirkung 
auf die Transfektionseff izienz mitberucksichtigt wird: 
Es kann z.B. ein Helferlipid die Wirkung von 
kationischem Lipid bei einer Konzentration, die ohne 
Helferlipid nur eine suboptimale Eff izienz hatte, so 
verbessern, dafi die erzielte Transfektion derjenigen 
bei optimaler Lipidkonzentration entspricht; die 
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Gesamtkonzentration der Partner kationisches 
Lipid/Helferlipid ware somit in diesem Fall, trotz 
suboptimaler Konzentration von kationischem Lipid 
allein, insgesamt optimal. 

Bei "Helferlipiden" handelt es sich um neutrale Lipide 
(naturlichen Ursprungs oder synthetisch) , die unter 
physiologischen Bedingungen zwitterionisch oder frei 
von Ladungen sind, z.B. Cholesterin, 
Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE) , Oleoyl- 
palmitoylphosphatidylethanolamin (POPE) , 
Phosphatidylglycerin, Diacylglycerin, etc. Weitere 
Beispiele fur geeignete Helferlipide sind u.a. in der 
WO 95/18863 und in der WO 95/02698 beschrieben, auf 
deren Of f enbarungen Bezug genorranen wird. 

Erf indungsgemaS kann die Zusammensetzung ein oder 
mehrere Helferlipide enthalten. 

Bevorzugt als Helferlipide sind die Lipide DOPE, POPE, 
DOG (1 . 2-di-Oleoyl-rac-glycerin) , MOG (1-Mono-oleoyl- 
rac-glycerin) # EPC (Eiphosphatidylcholin) , EPE 
(Eiphosphatidylethanolamin) . 

Vorzugsweise werden die Helferlipide in einer 
Konzentration, bezogen auf das kationische Lipid, von 
0.1 bis 10 Aquivalenten (Mol/Mol) eingesetzt. 

Bei den in die Zelle zu transportierenden Nukleinsauren 
kann es sich um DNAs oder RNAs handeln, wobei 
hinsichtlich der Nukleotidsequenz keine Beschrankungen 
bestehen. Bei der DNA handelt es sich fur 
gentherapeutische Anwendungen vor allem um Gene, die in 
die Zelle eingeschleust werden, um die Expression 
therapeutisch wirksamer Genprodukte, die in der Zelle 
nicht oder nicht in genugend hoher Konzentration 
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exprimiert werden, zu erzielen. Fur therapeutische 
Zwecke kommen auch inhibierend wirkende Nukleinsauren, 
z.B. Antisense-RNA-Molekule oder Ribozyme bzw. die 
dafur kodierenden DNA-Molektile, in Betracht . Beispiele 
fur Nukleins§uren, die im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung zur Anwendung kommen konnen, sind z.B. in der 
WO 93/07283 und in der WO 95/18863 angefuhrt- 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt ein 
Verfahren zur Transfektion von hoheren eukaryotischen 
Zellen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man die 
Zellen mit der erf indungsgemafien Zusammensetzung in 
Beruhrung bringt . 

Das Verfahren kann bei in vitro, ex vivo oder in vivo 
Trans fektionen zur Anwendung kommen, bevorzugt fur die 
Transfektion von Saugetierzellen. In vitro wird das 
Verfahren vor allem auf Zellkulturen (adharent oder in 
Suspension) angewendet. Anwendungen ex vivo sind 
gentherapeutische Anwendungen, bei denen dem zu 
behandelnden Organismus Zellen entnommen und ex corpore 
mit einem therapeutisch wirksamen Nukleinsauremolekul , 
transfiziert werden, urn anschlieSend wieder in den 
Organismus ruckgefuhrt zu werden, wo das Genprodukt 
exprimiert wird und seine therapeutische Wirkung 
entfaltet. Ein Beispiel fur eine ex vivo Anwendung ist 
die Herstellung von Tumorvakzinen aus autologen Zellen, 
die mit einem Zytokin-Gen transfiziert sind. 

Fur Anwendungen in vivo wird dem Organismus die 
erf indungsgemafie Zusammensetzung in Form einer 
pharmazeutischen Zubereitung, die ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung ist, verabreicht, 
vorzugsweise intravenos oder, bei der Behandlung von 
Tumorerkrankungen , int ratumoral . 
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Fur die pharmazeutische Zubereitung konnen der 
erf indungsgemaSen Zusammensetzung pharmazeutisch 
annehmbare Zusatzstoffe sowie inerte Trager, z.B. 
Kochsalzlosung oder phosphatgepufferte Kochsalzlosung 
oder jeder Trager, in dem die Zusammensetzungen 
geeignete Loslichkeitseigenschaf ten haben, beigegeben 
werden. Bezuglich der Formulierung pharmazeutischer 
Zubereitungen wird auf Remington's Pharmaceutical 
Sciences, 1980, Bezug genommen. 

Die Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung kann 
abgewandelt werden, urn fur Anwendungen mit anderen 
anionischen Molekulen als Nukleinsaure eingesetzt zu 
werden, z.B. urn anionische Proteine in h6here 
eukaryotische Zellen zu befordern. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde uberraschend 
festgestellt , daS die Transf ektionsef f izienz des 
kationischen Lipids Transf ectam (Behr, et al., 1989), 
wenn es bei geringem positivem Ladungsuberschufi (1.5 
und 2 Ladungsaquivalente) , d.h. bei suboptimaler 
Konzentration, eingesetzt wird, mittels membranakt iven 
sauren Peptiden signifikant verstarkt werden kann. 

Die Verstarkung war im Falle des Peptids INF6 
(2 pg/1.5 Ladungsaquivalente Transf ectam) bis zu 
l.OOOfach, was an das Niveau der mit optimalen Mengen 
Transfectam (hoher positiver LadungsuberschuS) 
erzielten Genexpression heranreicht. Die Verstarkung 
der Genexpression mit membranakt iven Peptiden wurde bei 
mehreren Zelltypen beobachtet. Unter den getesteten 
membranakt iven Peptiden brachten nur die sauren gute 
Ergebnisse in Kombination mit Transfectam. Dieser 
Befund ist in Ubereinstimmung mit der Hypothese, daS 
die Peptide fur eine verbesserte Freisetzung der DNA 
aus den Endosomen in denselben endozytotischen Vesikeln 
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lokalisiert sein mtissen wie die Lipid/DNA-Komplexe, was 
dann gewahrleistet ist, wenn die Peptide ionisch an die 
Transfektionspartikel gebunden sind. Beim Einsatz von 
2 Ladungsaquivalenten Transfectam war die Reihenfolge 
der Leistungfahigkeit der Peptide INF6>INF10> 
EGLA-I^INF5>INFA>Melittin. Diese fur die untersuchten 
Peptide mit Transfectam erhaltenen Ergebnisse weichen 
von Befunden ab, die erhalten wurden, wenn die Peptide 
im Transfektionssystem auf der Grundlage der 
rezeptorvermittelten Endozytose als Bestandteil von 
Transf ektionskomplexen, enthaltend Transferrin- 
Polylysin, eingesetzt wurden: in diesem System war INF5 
das beste Peptid und ca. SOfach wirksamer als INF6, 
wahrend es in Kombination mit Transfectam 10 mal 
weniger wirksam ist als INF6 . Das Peptid INF5 hat eine 
membranaufbrechende Wirkung nur bei saurem pH-Wert, 
wahrend INF6 auch bei neutralem pH-Wert membranaktiv 
ist. Im lipidfreien Gentransf ersystem auf der Grundlage 
von Polylysin-konjugierten zellularen Liganden war die 
Aktivitat des Peptids bei neutralem pH-Wert von 
toxischen Nebenef f ekten begleitet, die nicht beobachtet 
wurden, wenn das Peptid im Lipid-System eingesetzt 
wurden . Das kunstliche Peptid EGLA-I sowie INF10 
zeigten sich als Zusatz zu Lipid/DNA-Komplexen 
geeigneter als in Polylysin enthaltenden Komplexen. 

Es wurde ferner f estgestellt , dafi die Wirkung der 
getesteten Peptide auf die Trans fektionsef f izienz von 
kationischen Lipiden bei suboptimalem Ladungsverhaltnis 
in derselben GroSenordnung lag wie die Wirkung von 
Helferlipiden (Remy, et al., 1995; Zhou, et al . , 1994; 
Feigner, et al., 1994; Leventis, et al . , 1990). 

Die Trans fektionskomplexe, enthaltend kationisches 
Lipid und membranaktives Peptid, konnen nach 
verschiedenen Methoden hergestellt werden. In den 
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Versuchen der vorliegenden Erfindung wurden die 
Zusammensetzungen nach drei verschiedenen Methoden 
hergestellt, wobei sich die Methoden in der Reihenfolge 
der Zugabe bzw. Vereinigung der Komplexkomponenten 
sowie hinsichtlich des Zeitpunktes der Verdiinnung 
unterschieden. Bei der erst en Variante wurde die DNA 
nach der Vereinigung von Peptid mit Transfectam 
zugegeben; in der zweiten Variante wurde zuerst 
Transfectam mit DNA komplexiert und anschliefiend das 
Peptid zugegeben. Bei der dritten Variante wurde das 
Peptid nach Verdunnung des Transf ectam/DNA-Komplexes 
zugegeben, Es wurde untersucht, ob die Art der 
Herstellung der Transf ektionskomplexe einen EinfluS auf 
das Ausmafi der Steigerung der Transf ektionsef f izienz 
hat. Dabei zeigte sich, dafi sich die 
Herstellungsmethode auf die verschiedenen Peptide 
unterschiedlich auswirkt: Fur INF6 erwiesen sich die 
drei Herstellungstnethoden als gleichwertig . Bei INF5 
brachten die nach der zweiten und dritten Methode 
hergestellten Transf ektionskomplexe bessere Ergebnisse, 
wShrend bei INF10 die erste und dritte Variante der 
zweiten uberlegen waren. 

Unabhangig von der Herstellungsmethode verandert die 
Vereinigung der mutanten Inf luenzapeptide, die 
insgesamt eine negative Ladung aufweisen, mit 
kationischen Lipiden den Ladungszustand der 
Trans fektionspartikel, wobei einige dieser 
peptidhaltigen Komplexe nahe der Elektroneutralitat 
sind, weil die mutanten Inf luenzapeptide insgesamt eine 
negative Ladung aufweisen, (s. Insert von Fig. 1) . 

In den Versuchen der vorliegenden Erfindung wurden 
ferner hochwirksame DNA- Komplexe, die bei niedriger 
Ladung (2 Ladungsaquivalente Transfectam) das 
Helferlipid DOPE enthielten (Remy, et al . , 1995), mit 
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den ein membranaktives Peptid enthaltenden Komplexen 
der vorliegenden Erfindung hinsichtlich ihrer 
Transf ektionseff izienz verglichen. Nachdem die 
Verstarkung durch DOPE auf dessen fusogene Aktivitat 
zuruckgefuhrt worden war (Allen, et al., 1990; 
Litzinger und Huang, 1992) , lassen die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung erhaltenen FACS-Daten (Fig. 3) 
auf einen weiteren wichtigen Effekt des Helferlipids 
schliefien: die Zellassoziierung der 
Trans fektionskomplexe ist wesentlich starker 
ausgepragt, wenn zu 2 Ladungsaquivalenten Transfectam 
1.5 Aquivalente DOPE beigegeben werden, als wenn das 
Lipospermin allein verwendet wird. Es zeigte sich, daS 
das membranaktive Peptid keine Steigerung der optimal 
wirksamen, das Helferlipid enthaltenden Komplexe 
herbeifuhrte, wahrend bei Verwendung von Transfectam im 
Uberschufc (6 Ladungsaquivalente) , also bei Einsatz 
einer suboptimalen Menge, eine signifikante Steigerung 
der Genexpression im Vergleich zu den mit optimalen 
Mengen von Transfectam allein erzielten Werten erhalten 
wurde. 

Aufierdem wurde festgestellt, daS das membranaktive 
Peptid die Empf indlichkeit der Transf ektionskomplexe 
gegenuber Serum verringert, was im Hinblick auf die 
Anwendung in vivo von Bedeutung ist. 



F i gur enuber s i ch t 

Fig. i: Transf ektionseff izienz von Transf ectam/DNA/INF6- 
Komplexen 

Fig. 2: Wirkung von Serum auf die Transf ektionseff izienz 
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Fig. 3: A: Durchf lufizytometrieanalyse 
B: Genexpression 

Fig, 4: Wirkung verschiedener membranaktiver Peptide auf 
die Transfektionsef f izienz 

Fig. 5: EinfluS der Herstellungmethode von 
membranaktives Peptid enthaltenden 
Transf ektionskomplexen auf die 
Transfektionsef f izienz 

Fig. 6: Eff izienz von membranaktives Peptid enthaltenden 
Komplexen bei Transfektion verschiedener 
Zellinien 

Fig. 7: EinfluS von Baf ilomycin Al auf die 
Transfektionsef f izienz 

Fig. 8: EinfluS von Helf erlipiden auf die 
Transfektionsef f izienz 

Fig. 9: EinfluS der Kombination von Transf ectam, 

Helferlipid und membranaktivem Peptid auf die 
Trans fektionseffizienz 

Fig. 10: Wirkung eines lipidmodif izierten 
membranaktiven Pep t ids auf die 
Transfektionsef f izienz 

In den folgenden Beispielen wurden, wenn nicht anders 
angegeben, die folgenden Material ien und Methoden 
verwendet : 
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a) Reportergenplasmid pCMV-Luc 

Die Konstruktion des Plasmids pCMV-Luc, das das 
Lucif erasegen unter der Kontrolle des CMV- 
Promotor /Enhancers tragt, wurde unter der Bezeichnung 
pCMVL in der WO 93/07283 beschrieben. 

b) Diverse Reagentien 

Das Lipopolyamin DOGS (Dioctadecylamidoglyclyspermin) 
mit dem Handelsnamen "Transf ectam" wurde von Promega 
bezogen, die Helferlipide DOPE (1 . 2-Dioleoyl-sn- 
glycero-3-phosphoethanolamin) , MOG 
(1-Mono-oleoyl-rac-glycerin) , DOG 
(1 .2 -di-Oleoyl-rac -glycerin) , EPE 
(Eiphosphatidylethanolamin) , EPC 
(Eiphosphatidylcholin) , sowie Chloroquin, 
Bafilomycin und Melittin (aus Bienengift) wurden von 
Sigma bezogen. 

c) Peptidsynthese 

Die Bezeichnung der Peptide, ihre Herkunft sowie 
Sequenzen sind in der Tabelle angegeben. 

Die Peptide der Bezeichnung INF5 und INF6 wurden 
synthetisiert, wie von Plank, et al., 1994, 
beschrieben. 

Die Peptide INFA, INF10 und EGLA-I wurden unter 
Verwendung der Fmoc-Strategie (N-{9- 
FluorenyDmethoxycarbonyl) mit HBTU-Aktivierung 
[O- (lH-Benzotriazol-l-yl) -N,N,N ! ,N' - 
tetramethyluroniumhexaf luorophosphat], (Fastmoc™ - 
0.25 rnmol MaSstab) auf einem Applied Biosystems 
Peptidsynthesizer Modell 433 A (Foster City, 
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Kalifornien) mit Feedback-Monitoring synthetisiert. Pro 
Zyklus wurden drei Entschdtzungsschritte 
( "Deprotection" ) durchgef uhrt . Wenn das Feedback- 
Monitoring ergab, dafi die Fmoc-Entschutzung nicht 
quantitativ war, wurde im folgenden Schritt eine 
Doppelkoppelung der nachsten Aminosaure und Blockierung 
der endstandigen NH2-Gruppen (mittels 
Essigsaureanhydrid) vorgenommen. Es wurden die 
folgenden Aminosaureschutzgruppen verwendet: (Trt)Asn, 
(Trt)Cys, (t-Bu)Cys, (t-Bu)Asp, (t-Bu)Glu, (Boc)Lys. 
Als Losungsmittel wurde eine Mischung von 70 % 
NMP/30 % DMF verwendet. 

Fur EGLA-I wurde ein HMP-Harz (Tentagel R PHB, 
0.22 mmol/g, Rapp Polymere) verwendet- Die Peptide 
wurden bis zum Rest Gly-30 gemeinsam synthetisiert , 
dann wurde die halbe Harzmenge fur die Synthese von 
EGLA-I verwendet. 

Die Peptide INF10 und INFA wurden auf einem Cys(Trt)- 
vorbeladenen aminomethylierten Polystyrolharz mit einem 
p-Carboxytritylchlorid-Linker (0.52 mmol/g; PepChem, 
Tubingen, Deutschland) unter Verwendung von DMF als 
Losungsmittel synthetisiert . 

Das Peptid der Bezeichnung INF7dimer (ein Dimeres des 
von Plank et al., 1994, beschriebenen Peptids INF7) 
wurde unter Verwendung der Fmoc-Strategie auf einem 
Applied Biosystems Peptidsynthesizer Modell 431 
synthetisiert. Es wurde ein mit Cystein vorbeladenes 
Harz verwendet (Tentagel S PHB-Cys) . Als erste 
Aminosaure wurde das mittelstandige Lys DiFmoc- 
gekoppelt. Danach wurden bis Ile-18 Doppelkoppelungen 
durchgef uhrt . Von Met-17 bis Ile-10 wurden 
Einfachkoppelungen durchgefuhrt ; bei Phe-9 eine 
Einfachkoppelung, dann zusatzliche Koppelung mit 
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1% Triton im Kopplungsansatz . Ab Gly-8 wurden einfache 
Koppelungen durchgefuhrt. 

Die Entschiitzung der Peptide und die Abspaltung vom 
Harz wurden mit einer Mischung von Phenol, 
Ethandithiol, Thioanisol, Wasser und Trif luoressigsaure 
(0.75:0.25:0.5:0.5:10) durchgefuhrt. Die Rohpeptide 
wurden durch tropfenweise Zugabe zu Ether ausgefallt 
und zentrifugiert . Die so gewonnenen Peptide wurden 
dreimal mit Ether gewaschen und anschlieSend unter 
einem Argonstrom, gefolgt von Hochvakuum, getrocknet. 
Die Rohpeptide wurden in 1 M TEAB, pH 9 und 1 % 
P-Mercaptoethanol gelost. 

Die Reinheit der Peptide wurde mittels analytischer 
Umkehrphasen-HPLC unter Einsatz einer C-18 Saule 
(Vydac 218ATP54, 2.1 mm x 25 cm, 5 /im) bestimmt. Dabei 
wurde ein binares Losungsmittelsystem (Losungsmittel A: 
wasserige 0.1 % Trif luoressigsaure; Losungsmittel B: 
Acetonitril, enthaltend 0.1 % Trif luoressigsaure) bei 
einem Gradienten von 0 - 100 % in 45 Minuten bei einer 
Flufirate von 1 ml/min verwendet. Eine analytische 
Ionenaustauschchromatographie (SuperQ-Toyopearl 650, 
TosoHaas, 5 mm x 50 mm S&ule) wurde unter Verwendung 
eines Salzgradienten (20 mM HEPES, pH 7.3, 
0 - 1.5 M NaCl in 60 min, FluSrate 0.5 ml/min) 
durchgefuhrt . 

Das Peptid EGLA-I wurde einer Gelf iltration 
(Sephadex G10, 20 mM TEAA, pH 7.3) unterworfen. Die 
gereinigte Peptidfraktion wurde in einem Speedvac 
(Savant) gef riergetrocknet . Die analytische 
Umkehrphasen- Chromatographic zeigte eine Reinheit von 
ca. 95 %• 
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Die Losungen der Rohpeptide INF10 und INFA wurden 
mittels Gelf iltration auf Sephadex G10 (10 mm x 300 mm 
Saule) in 2 0 mM TEAA, pH 7.3 f raktioniert . Die Peptide 
wurden lyophilisiert; die analytische Umkehrphasen- 
Chromatographie ergab eine Reinheit von ca. 98 bzw. 
95 %. 

Das Peptid INF7dimer wurde uber Sephadex G 10 gereinigt 
(Puffer HBS; Saule 10mm x 300mm) . Dann wurde eine 
Ionenaustauschchromatographie durchgef uhrt (Saule : 
(10mm x 100mm); Material: Toso Haas Super Q 650 S; 
DurchfluSrate: 0.5 ml/min; Eluens: A: 2 0 mM Hepes 7.3, 
B: 3 M NaCl/20 mM Hepes 7.3; Gradient: 0-40 min 0% B, 
40 - 140 min 100% B, d.h. 1%/min) . Das Peptid eluierte 
bei 70-80 min. Das uber Ionenaustauscher gereinigte 
Peptid wurde nochmals uber eine Sephadex G 10 Saule 
(10mm x 300mm) gereinigt (Puffer HBS/50% Glycerin) . 

Die Identitat der Peptide wurde bestimmt, wie von 
Plank, et al. # 1994, beschrieben. Die Peptide wurden in 
flussigem Stickstoff eingefroren. 

Der Liposomendurchlassigkeits-Assay ("Liposomen Leakage 
Assay") wurde durchgef uhrt , wie von Plank, et al . , 
1994 , beschrieben. 

d) Zellkultur und Medien 

Die Medien sowie fotales KSlberserum (FCS) und 
Pferdeserum wurden von Gibco-BRL bezogen. Die 
Kulturmedien wurden mit 2 mM L-Glutamin und Antibiotika 
erganzt. Als Zellen wurden primare humane Melanomzellen 
der Bezeichnung H225, Mausembryo-Leberzellen der 
Zellinie TIB-73 (ATCC BNL CL.2) , humane 
Lungenkarzinomzellen der Zellinie A54 9 (ATCC CCL 185) 
und Zellen der Maus-Melanomzellinie Cloudman S91, Klon 
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M3 (ATCC No. CCL 53.1) verwendet . Die H225-Zellen 
wurden in RPMI 164 0/10 % FCS/l mM Natriumpyruvat , die 
A549-Zellen in DMEM/10 % FCS, die BNL CL.2-Zellen in 
Hochglukose-DMEM/10 % FCS und die M3-Zellen in Ham's 
F10-Medium/15 % Pf erdeserum/5 % FCS gezuchtet. 

e) Transfektion der Zellen 

i) Herstellung von kationischen Lipid/DNA-Komplexen 

Die Komplexe wurden hergestellt, wie von Barthel, 
et al., 1993, beschrieben, wobei 3 y.g Plasmid-DNA und 
die jeweils eingesetzte Menge von Transfectam in je 
75 y.1 150 mM NaCl gelost wurden. Nach 10 bis 20 min 
wurden die beiden Losungen vereinigt. Nach weiteren 
10 min wurde die Mischung mit serumfreiem Medium auf 
ein Gesamtvolumen von 2 ml verdunnt, 

Der Ausdruck "Ladungsaquivalent 11 gibt die Menge an 
kationischem Lipid an, die fur eine Transfektion 
verwendet wurde; 1 Ladungsaquivalent entspricht der 
Menge, die erforderlich ist, urn alle negativen Ladungen 
der Phosphatgruppen des Plasmids zu neutral isieren. 
3 fig DNA entsprechen 9 nMol negative r Ladungen; bei der 
Berechnung des Ladungsverhaltnisses wurde 
berucksichtigt , daS 1 Mol Transfectam 3 Mol positive 
Ladungen aufweist, die von den drei bei physiologischem 
pH~Wert protonierten Ammoniumgruppen stammen. Ausgehend 
vom Molgewicht ca. 1250 bedeutet das, daS man bei 
Verwendung von 3 fig DNA fur einen zweifachen positiven 
Ladungsuberschufi (2 Ladungsaquivalent e 

Transf ectam/3 fig DNA) 3 y.1 einer 2mM Transf ectamlosung, 
enthaltend 6nmol (=7.58 fig) Transfectam benotigt. 

Die Peptide wurden in einer Menge von 0.5 oder 1 mg/ml 
Losung in HBS (HEPES-gepuf f erte Salzlosung, enthaltend 
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150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) zu den 
Transf ectam/DNA-Komplexen gegeben. Nach einer 10 bis 
20 minutigen Reifungszeit wurde das 
Transfektionsvolumen mit Kulturmedium auf 2 ml 
gebracht, von der erhaltenen Transf ektionsmischung 
wurde 1 ml auf die Zellen pipettiert. 

Die Helferlipide DOPE, DOG, EPC, EPE bzw. MOG oder 
Cholesterin wurden in Ethanol, enthaltend eine Spur 
Dichlormethan, verdtinnt. Die 

Transf ectam/Helf erlipid/DNA-Komplexe wurden gebildet, 
indem die jeweiligen Mengen an Transf ectam/Helf erlipid 
(die Menge an verwendetem Helferlipid, bezogen auf 
Transfectam, wird als MolverhSltnis angegeben) vor der 
Verdunnung mit der DNA-Losung gemischt wurden. 

ii) Transf ekt ion und Lucif erase-Bestimmung 

50.000 bis 75.000 Zellen pro Vertiefung einer 24 Well- 
Platte wurden einen Tag vor der Transfektion 
ausplattiert , wobei bei alien Versuchen das 
Transfektionsvolumen 1 ml betrug. Die Transfektion 
wurde mit 1 ml des in i) hergestellten Komplexes 
durchgeftihrt . Nach 3 bis 4 h wurde das 
Transf ekt ionsmedium durch frisches Medium, enhaltend 
10 % FCS, ersetzt. Jedes Experiment wurde, sofern nicht 
anders angegeben, mindestens zweifach durchgefuhrt , 
wobei sich die in den Abbildungen angegebenen 
Peptidmengen in diesen Fallen auf die insgesamt fur die 
Doppelbestimmung eingesetzte Menge beziehen. 

24 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet 
und in 150 - 200 fil 250 mM Tris pH 7.3, 0.5 % 
Triton X-100 aufgenommen. Das Zellysat wurde dann in 
1.5 ml Eppendorfrohrchen uberfuhrt und 5 min bei 
14.000 g zentrifugiert, urn die Zelltrummer zu 
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pelletieren. Die Bestimmung der Lucif eraseaktivitat 
wurde durchgef uhrt , wie in der WO 93/7283 beschrieben, 
wobei die Lucif erase-Lichteinhei ten von einem Aliquot 
des Uberstandes (20 /zl) mit 10 sec Integration nach 
Injektion von frisch zubereiteter Lucif erinlosung 
bestimmt wurde. Der Lucif erasehintergrund (150 - 250 
Lichteinheiten) wurde von jedem Wert abgezogen; die 
Transfektionsef f izienz wurde ausgedruckt als 
Gesamtlichteinheiten, welche den Mittelwert von 
Doppelbestimmungen darstellen. Zur quantitativen 
Bestimmung des Proteingehalts wurde der Bradford-Assay 
(Bio-Rad) verwendet . 

f ) Dur ch f 1 ufizy t ome trie 

Fur die Durchf luSzytometrie wurde die Plasmid-DNA mit 
dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstof f Y0Y0-1, 
(beschrieben von Rye, et al . , 1992; Hirons, et al . , 
1994, erhaltlich von Molecular Probes; ca. 
1 Farbstof fmolekul pro 300 bp) inkubiert, danach 
wurden, wie oben beschrieben, die Komplexe hergestellt. 
Die Komplexe wurden auf 300.000 H225-Zellen pro 
Vertiefung einer 6 Well-Platte gegeben, dann wurde 4 h 
lang entweder bei 4°C (Zelloberf lachenassoziation) oder 
bei 37°C (Zelloberflachenassoziation und Aufnahme in 
die Zellen) inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal 
mit kaltem PBS gewaschen und mit 1 mM EDTA in PBS 
geerntet und auf einem FACScan-Gerat (Becton Dickinson) 
analysiert . 

Beispiel 1 

Transfektionsef f izienz von Transf ectam/DNA/INF6- 
Komplexen 
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Es wurden Komplexe von 1, 1.5, 2 oder 4 
Ladungsaquivalenten Transfectam pro 3 fig pCMV-Luc in 
Kombination mit steigenden Mengen des membranaktiven, 
sauren, vom Inf luenzavirus stammenden Peptid INF6 
hergestellt und mit RPMI 164 0 Kulturmedium gemischt. 
Die erhaltenen Komplexe wurden auf H225-Zellen (75.000 
Zellen pro Vertiefung einer 24 Well -Platte) 
aufgebracht. Nach 4 h wurde das Transf ektionsmedium 
durch frisches RPMI-Medium, enthaltend 10% FCS ersetzt. 
Das Ergebnis der Versuche ist in Pig. 1 dargestellt 
(gepunktete Linie mit Rhomben: 1 Aquivalent (eq.) 
Transfectam /x fig INF6; voile Linie mit Kreisen: 
Transfectam 1.5 eq./x fig INF6; strichlierte Linie mit 
Quadraten: Transfectam 2 eq./x fig INF6; voile Linie mit 
Dreiecken: Transfectam 4 eq./x pig INF6) . Es zeigte 
sich, daS bei Verwendung von 2 bzw. 1.5 
Ladungsaquivalenten Lipid eine 100 bis l.OOOfache 
Steigerung der Transf ektionsef f izienz, gemessen als 
Lucif eraseaktivitat , erzielt wurde. Beim Einsatz von 
bereits optimalen Bedingungen (4 Ladungsaquivalente 
kationisches Lipid) wurde nur eine geringe Steigerung 
(ca. 1.5 bis Sfach) erhalten. Da das Peptid INF6 bei 
pH 7 vier negative Ladungen hat, kann es uber 
elektrostatische Wechselwirkungen mit den kationischen 
Lipid/DNA-Partikeln assoziieren. Bei Verwendung von 
neutralen Partikeln (1 Ladungsaquivalent) wurde keine 
Verstarkung beobachtet, vermutlich weil an diese 
Komplexe nur wenige Peptide binden konnen. Es konnten 
sogar Wechselwirkungen mit der Zellmembran vermindert 
werden, weil positive Restladungen durch die 
Assoziation mit dem Peptid maskiert werden. Das Insert 
von Fig. 1 zeigt die Trans fektionseff izienz der 
Transf ectam/DNA/INF6-Kornplexe f aufgetragen gegen das 
theoretische Ladungsverhaltnis der Komplexe. Unter der 
Annahme, daS beinahe das gesamte Peptid an die 
transf izierenden Partikel bindet, wird eine hohe 
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Luciferaseexpression mit elektroneutralen (oder nahezu 
neutralen) Lipid-Vektoren erzielt. 

Bei spiel 2 

Wirkung von Serum auf die Transfektionsef f izienz 

Es wurden Transfektionen von H225-Zellen vorgenommen, 
wobei die in Fig. 2 angegebenen Mengen Transfectam (in 
Ladungsaquivalenten) und das Peptid INF6 verwendet 
wurden. Die Transfektionen wurden einerseits ohne Serum 
(leere Balken) , andererseits in Gegenwart von 10% 
(gepunktete Balken) bwz. 20% (graue Balken) nicht 
hitzeinaktiviertem FCS vorgenommen (Fig. 2) . Es zeigte 
sich, dafi die Peptid enthaltenden Komplexe eine 
geringere Empf indlichkeit gegenuber Serum aufwiesen. 

Beispiel 3 

Assoziation von Transf ectam/DNA-Komplexen und 
Expressionsrate 

a) Durchf lufizytometrie-Analyse von 
Trans f ekt i ons kompl exen 

Die Analyse wurde mit H225-Zellen durchgef uhrt , wie im 
Methodenteil beschrieben. Wie in Fig. 3A dargestellt, 
andert sich die Assoziierung der Trans fectam/DNA- 
Komplexe mit der Zelloberf lache entscheidend mit dem 
Ladungsverhaltnis: mit 2 Ladungsaquivalenten wurde eine 
heterogene Zellpopulation gefunden, wahrend bei 
4 Ladungsaquivalenten eine klassische GauS-Kurve 
gefunden wurde. Der Zusatz von membranakt i ven Peptiden 
zu 2 (oder 4) Ladungsaquivalenten Transfectam brachte 
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keine wesentliche Anderung des Kurvenprof ils sowohl bei 
4°C als auch bei 37°C. 

b) Genexpression 

Es wurde, parallel zu den in a) durchgefuhrten Tests, 
die Genexpression von 300.000 Zellen nach Inkubation 
bei 4°C und 37 °C mit verschiedenen 

Transf ektionskomplexen gemessen (die Zellen wurden bei 
4°C oder bei 37°C inkubiert, nach 4 h zweimal mit PBS 
gewaschen, mit frischem Medium, enthaltend 10% FCS 
versetzt und 20 h lang bei 37°C und 5%C02 inkubiert) . 
Die Gegenwart von Peptid (1.5 /xg/Well; bei diesem 
Experiment wurde eine Einf achbestimmung vorgenommen) 
bewirkte beim Ansatz bei 4°C eine ISfache und beim 
Ansatz bei 37°C eine lOOfache Verstarkung der 
Expression, (Fig. 3B. Leere Balken: Genexpression nach 
Inkubation bei 4°C; gefullte Balken: Genexpression nach 
Inkubation bei 37 °C) . 



Bei spiel 4 

Wirkung verschiedener Peptide 

Wie itn Methodenteil beschrieben, wurden 
Trans fectam/DNA-Komplexe aus 2 Ladungsaquivalenten 
Transf ectam pro 3 fig DNA hergestellt. Fiir einige 
Experimente enthielten die Komplexe die in Fig. 4 
angegebenen Peptide in den jeweils angegebenen Mengen. 
Die Peptide INF6, INF A und Melittin, die eine gute 
hamolytische Aktivitat besitzen, ohne eine ausgepragte 
Spezifitat fur niedrige pH-Werte zu haben, zeigten ein 
unterschiedliches Verhalten: INFA und INF6 verstarkten 
die Transfektionsef f izienz von 2 Ladungsaquivalenten 
Transfectam urn das 10 bzw. 200fache, wahrend Melittin 
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die Luciferaseexpression nur geringfigig verstarkte. 
Daruberhinaus war Melittin bei einer Menge von 
5 /ig/Doppelbestimmung hochtoxisch. Die Influenzapeptid- 
Mutanten INF5 und INF10, von denen sich im 
Liposomendurchlassigkeitstest gezeigt hatte, daS sie 
bei pH 5,0 Calcein effizient freisetzen, {Plank, et 
al . , 1994) brachten bessere Ergebnisse als INFA, waren 
aber weniger wirksam als INF6. AuSerdem wurde ein nicht 
von der HA2-Sequenz des Inf luenzavirus abgeleitetes 
Peptid der Bezeichnung EGLA-I getestet, in dem einer 
der Alaninreste im GALA - Repe a t (Parente, et al . , 1988) 
durch einen Glycinrest ersetzt wurde. Dieses Peptid gab 
ebensogute Ergebnisse wie INF5. 



Beispiel 5 

EinfluS der Herstellungsmethode von 

Transfectam/DNA/Peptid-Komplexen auf die Effizienz der 
Transfektion von H225-Zellen 

Es wurden Komplexe auf drei verschiedene Arten 
hergestellt (Fig. 5) : 

a) Vereinigung von Peptid und Lipid vor der 
Komplexierung mit DNA (gepunktete Balken) 

b) Zugabe des Peptids nach Bildung des Transf ectam/DNA- 
Komplexes vor Verdunnung mit Medium (150 fil Volumen; 
graue Balken) 

c) Zugabe des Peptids nach Verdunnung der Komplexe mit 
dem Kulturmedium (2 ml Volumen; schwarze Balken) 

Wie die in Fig. 5 dargestellten Ergebnisse zeigen, 
hangt der EinfluS der Herstellungsmethode auf die 
Genexpressionsrate von der Peptidsequenz ab. Die 
Vereinigung des Peptids mit Transf ect am vor der 
Komplexierung mit dem Plasmid ergab ein kontrares 
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Verhalten der Peptide: wahrend die Genexpressionsrate 
bei INF6 unverandert blieb, war bei INF10 die 
Leistungsf ahigkeit der so hergestellten Komplexe 
funfmal besser als bei nach der Standardmethode (s. 
Methodenteil) erhaltenen Komplexe. Im Gegensatz dazu 
bewirkte diese Methode der Komplexherstellung bei INF5 
eine starke Verringerung der Genexpression. 

Beispiel 6 

Wirkung der Peptide auf die Transf ektionsef f izierxz 
verschiedener Zellinien 

DaS die Wirkung der Peptide auf den Gentransfer mittels 
Lipiden nicht auf bestimmte Zelltypen beschrankt ist, 
sondern ein allgemeines Phanomen, zeigte sich in 
Versuchen mit Zellen verschiedener Zellinien, die in 
Fig. 6 dargestellt sind (H225-Zellen: leere Balken; 
BNL CL. 2 -Zellen: gepunktete Balken; A54 9 -Zellen: 
hellgraue Balken; M3-Zellen: dunkelgraue Balken) . Dazu 
wurden Komplexe aus Transfectam, pCMV-Luc 5 fig INF6 
hergestellt und die Effizienz der Komplexe auf den 
Zellen getestet. {Als Vergleichswert wurde Transfectam 
bei einem LadungsuberschuS von 4 Ladungsaquivalenten 
verwendet, obwohl es nicht auf alien getesteten Zellen 
die hochsten Werte gibt.) Es wurden bei alien Zellinien 
Steigerungsraten der Transf ektionsef fizienz 
festgestellt , wenn die Transf ektionskomplexe ein 
membranaktives Peptic enthielten. 

Beispiel 7 

Untersuchung des Einflusses von Bafilomycin auf die 
Transf ektionsef fizienz von Transf ectam/DNA-Komplexen 



WO 97/30170 



29 



PCI7EP97/00649 



Die Gegenwart des spezifischen Inhibitors der Vakuolen- 
Protonenpumpe Bafilomycin A^ (Bowman, et al., 1988; 
Yoshimori, et al . , 1991) in einer Konzentration von 
200 nM bei der Transfektion von H225-Zellen (es wurden 
2 Ladungsaquivalente Trans feet am bzw. 
2 Ladungsaquivalente Transfectam plus INF10 bzw. INF6 
eingesetzt; nach 4 h Inkubation wurde das Medium durch 
frisches mit einem Gehalt von 10 % FCS ersetzt) 
verminderte die Genexpression um einen Faktor 7, 5 bzw. 
1.5 (Fig. 7. Leere Balken: ohne Zusatz von 
Bafilomycin Al. Gepunktete Balken: In Gegenwart von 
200 nM Bafilomycin Al) , Beim Einsatz von 4 
Ladungsaquivalenten Transfectam konnte Bafilomycin 
keine Verringerung des Gentransfers bewirken. 

Beispiel 8 

Untersuchung des Einflusses von Helf erlipiden auf die 
Effizienz von Transf ectam/DNA-Komplexen 

a) Verstarkung der Wirkung von Transfectam durch 
Helferlipide 

Es wurden die in Fig. 8 angegebenen Helferlipide in 
einem molaren Verbal tnis von 2 Ladungsaquivalenten 
Transfectam zu 1 bis 3 Aquivalenten Helferlipid 
eingesetzt. Dies ergab ftir DOPE, EPE oder DOG eine 10 
bis 20fach hohere Genexpression (s. auch Fig. 3B) . MOG 
verstarkte die Expression um das ca. 4 f ache, wahrend 
EPC und Cholesterin die Transf ektionsef f izienz auf 
H225-Zellen nicht verstarken konnte. 
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Eine weitere, bis zu 7fache Verstarkung konnte erzielt 
werden, wenn der Trans feet am/ DOPE- Formulierung 1 mol/% 
DOG beigemischt wurde; dies ist vermutlich auf die 
Fahigkeit von DOG zuruckzufuhren, u.a. eine Fusion zu 
induzieren (Siegel, et al., 1989). 

Mit Transfektionskomplexen, enthaltend das Helferlipid 
DOPE (1.5 Mol pro 2 Mol Transfectam; das sind 9 nMol 
DOPE, entsprechend 6.7 fig) , wurde, wie in Beispiel 3 a) 
beschrieben, eine Durchflufizy tome trie durchgef uhrt . Es 
ergab sich eine deutliche Ver&nderung des FACScan- 
Profils (Fig. 3A) : die Zellpopulation ist homogener und 
die Zellassoziierung (sowie auch die Aufnahme in die 
Zellen bei 37°C, nicht in der Figur dargestellt) ist 
starker als ohne Helferlipid. Wenn die 
Lucif eraseaktivitat aus einem bei 4°C durchgef uhrt en 
Experiment, bei dem 2 Ladungsaquivalente Transfectam 
und 1.5 Aquivalente DOPE, 24 h spater gemessen wurde, 
zeigte sich, dafi die DOPE enthaltenden Komplexe 8 bzw. 
280 mal besser waren, als 4 bzw. 2 Ladungsaquivalente 
des kationischen Lipids allein (Fig. 3B) . Wenn der 
Versuch bei 37°C durchgef uhrt wurde, waren die 
Unterschiede in der Lucif eraseexpression 2 bzw. 
640fach. 

b) Verstarkung der Wirkung von Transfectam durch 
Helferlipide und membranaktive Peptide 

Nach Herstellung von Transf ectam/DNA/DOPE-Komplexen 
wurden steigende Mengen INF10 beigegeben. Nach einer 
Reifungszeit von 10-20 min wurde serumfreies 
Kulturmedium auf ein Gesamtvolumen von 2 ml beigegeben; 
1 ml der Transf ektionsmischung wurde auf jede 
Vertiefung der Doppelbestimmung aufgebracht. Das 
Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 9 dargestellt 
(leere Balken: Transfectam, gepunkteter Balken: 
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Transfectam 6 eq. Transf ectam/DOPE 0.36 eq« , gefullte 
Balken: Transfectam 6 eq. Transf ectam/DOPE 
0.36 eq./x fig INP10) . Die Gegenwart von membranaktivem 
Peptid ergab bei Komplexen mit hoher Effizienz 
(Transfectam 2 eq./INFlO 3 fig, 5 fig oder 
7,5 /xg/1.5 eq. DOPE) keine weitere Steigerung (nicht in 
Fig. 9 gezeigt) . Wenn jedoch das Peptid zusammen mit 
einem UberschuS von Transfectam (6 Ladungsaquivalente) 
verwendet wurde, konnte gegenuber den mit optimalen 
Mengen Transfectam/DOPE erhaltenen Werten eine 
signifikante Steigerung der Genexpression erhalten 
werden; die Werte mit 

6 eq. Transfectam/ 0.3 6 eq. DOPE/10 fig INF10 waren 6x 
besser als die mit 

2 eq. Transf ectam/1 .5 eq. DOPE/7.5 fig INF10. 
Beispiel 9 

Wirkung eines lipidmodif izierten membranaktiven Peptids 
auf die Trans fektionsef f izienz 

a) Herstellung von modif iziertem Peptid (DPPE-INF7dimer) 

Das Peptid der Bezeichung INF7dimer (vgl . Tabelle) , ein 
Dimeres des von Plank, et al., 1994 beschriebenen 
Peptids INF7, wurde an das Lipidderivat DPPE- 

(Dipalmitoylphosphatidylethanolamyl ) Bromacetamid 

(HexadecansSure-3- ( (2- (2- (2- (2- (2- (2- 
Bromacethylamino) ethoxy) ethoxy) ethoxy) - 
acetylamino) ethoxy) hydroxyphosphoryloxy) -2- 
hexadecanoyloxypropylester ) gekoppelt , indem 
0.95 Aquivalente Peptid (80 nmol; ca. 450 fig) zu dem in 
1.3ml Diethanolaminpuf fer (pH 9.5/Ethanol; 9/1; v/v) 
verdunnten Lipid zugegeben wurden. Nach 3 h bei 
Raumtemperatur wurde ein Ellman-Test zur quantitativen 
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Bestimmung der Thiolreste durchgef uhrt . AnschlieSend 
wurde zwecks Zerstdrung der rest lichen 
Bromacetamidgruppe p-Mercaptoethanol zugegeben. Das 
erhaltene lipidmodif izierte Peptid wurde ohne weitere 
Reinigung verwendet. 

b) Transfektion von BNL CL.2-Zellen 

1.5 eq. Transfectam wurden in 75 pi 0.15 M NaCl 
verdunnt, intensiv gemischt, worauf die in Fig. 10 
angegebenen Mengen an DPPE-INF7dimer (die in der Fig. 
angegebenen Werte sind Mol%, bezogen auf die 
Gesamtmenge an Transfectam) zugegeben wurden. 
AnschlieSend wurde gut gemischt, nach 10 min wurden 
3 pg DNA in 75 pi NaCl beigegeben, abermals gemischt 
und nach weiteren 10 min mit Medium auf ein 
Gesamttransf ektionsvolumen von 2 ml auf gef ullt . Von der 
erhaltenen Transfektionszusammensetzung wurden 1 ml pro 
Well auf die Zellen aufgegeben. Die in Fig. 10 
dargestellten Ergebnisse zeigen, dafi die hochste 
Steigerung bei einem Gehalt von 7.5 Mol% DPPE-INF7dimer 
erhalten wurde. 
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Tabelle 

Sequenzen und Ursprung der membranaktiven Peptide 



Peptid 


Ursprung 


Sequenz 


Melittin 


Bisnenoif t 


GTC5AVTjKVTiTTf5TiPAT.T QWTVPTTDnn 
oxoavuxvvjlii x our/iux o W X JM\i\Ivyy 


INF6 


Inf luenzavi rus 


GLF GAI AGFI ENGW EGMI DHWYfJ 


INFS 


Inf luenzavirus , 
saure Mutante 


[GLF EAI EGFI ENGW EGnIDG] 2 K 


INF10 


Inf luenzavirus , 
EGLA-Hybrid 


GLF ELA EGLA ELGW EGLA EGWYGC 


INF A 


Inf luenzavirus , 
saure Axanimnutanue 


GLF EAI EAFI ENAW EAMI DAWYG 


EGLA-I 


kunstlich 


GLFL GLA EGLA EGLA EGLA EGLA EGL 
EGLA GGSC 


INF7dimer 


I n f 1 uenz a vi ru s , 
saure Mutante 


[GLF EAI EGFI ENGW EGMI DGWYG^ KC 


INF8 


Inf luenzavirus , 
saure 

Phenyl al aninmut ant e 


[GLF EAI EGFI ENGF EGMI DGGG] 2 K 


INF9 


kunstlich 


GLF ELA EGLA ELGA EGLA EGWYGC 


EGLA-I I 


kunstlich 


WEA GLA EGLA EGLA EGLA EGLA EGL 
EGLA GGSC 


EGLA-III 


kunstlich 


GLF EGA EGLA EGA EGLA EGLA EGWY 
GAC 


EGLA-IV 


k&nstlich 


GLF EGA EGLA EGW EGLA EGLA EGWY 
GAC 



n: Norleucin 
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Patentanspruche 



1. Zusammensetzung fur die Transfektion von hoheren 
eukaryotischen Zellen, wobei die Zusammensetzung 
einen Komplex, enthaltend eine in der Zelle zu 
exprimierende Nukleinsaure sowie, in einer fur die 
Transfektion suboptimalen Konzentration, ein oder 
mehrere kationische Lipide, sowie gegebenenf alls 
Helferlipid(e) enthalt, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Zusammensetzung ein oder mehrere 
membranaktive saure Peptide enthalt, wobei das 
Verhaltnis der Gesamtzahl der positiven zur 
Gesamtzahl der negativen Ladungen in der 
Zusammensetzung ca. 0 bis ca. 3 betragt. 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Verhaltnis der positiven 
zu den negativen Ladungen der Zusammensetzung 
ca. 0 bis ca. 2 betragt. 

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dafi die suboptimale Konzentration 
von kationischem Lipid, gegebenfalls in Mischung 
mit Helferlipid, einer Konzentration entspricht, 
bei der die Transfektionsef f izienz urn einen Faktor 
von mindestens ca. 2 geringer ist als bei 
optimaler Konzentration. 

4. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dalS sie ein Peptid der 
Bezeichnung INF6 mit der Sequenz GLF GAI AGFI ENGW 
EGMI DGWYG enthalt. 
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5. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch. gekennzeichnet, dafi sie ein Peptid der 
Bezeichnung INF10 mit der Seguenz GLF ELA EGLA 
ELGW EGLA EGWYGC enthalt. 

6. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , dafi sie ein Peptid der 
Bezeichnung INF5 mit der Sequenz [GLF EAI EGFI 
ENGW EGnIDG] 2 K enthalt. 

7. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie Peptid der 
Bezeichnung EGLA- 1 mit der Sequenz GLFL GLA EGLA 
EGLA EGLA EGLA EGL EGLA GGSC enthalt. 

8. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein Peptid der 
Bezeichnung INFA mit der Sequenz GLF EAI EAFI ENAW 
EAMI DAWYG enthalt. 

9. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie ein Peptid der 
Bezeichnung INF8 mit der Sequenz [GLF EAI EGFI 
ENGF EGMI DGGG] 2 K enthalt, 

10. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie ein Peptid der 
Beze: mung INF9 mit der Sequenz GLF ELA EGLA ELGA 
EGLA iWYGC etnhalt. 

11. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein Peptid der 
Bezeichnung EGLA- 1 1 mit der Sequenz WEA GLA EGLA 
EGLA EGLA EGLA EGL EGLA GGSC enthalt. 
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12. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet # daS sie ein Peptid der 
Bezeichnung EGLA- III mit der Sequenz GLF EGA EGLA 
EGA EGLA EGLA EGWY GAC enthalt. 

13. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie ein Peptid der 
Bezeichnung EGLA- IV mit der Sequenz GLF EGA EGLA 
EGW EGLA EGLA EGWY GAC enthalt. 

14. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daS sie ein Peptid der 
Bezeichnung INF7dimer mit der Sequenz [GLF EAI 
EGFI ENGW EGMI DGWYG] 2 KC enthalt. 

15. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
membranaktive Peptid mit einem Lipid modifiziert 
ist . 

16. Zusammensetzung nach Anspruch 15, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Peptid mit 

Dipa Imi t oy Iphospha t i dyl e t hano 1 amyl { DPPE ) 
modifiziert ist. 

17. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
kationische Lipid ein Lipopolyamin ist. 

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Lipopolyamin 
Dioctadecylamidoglyclyspermin (DOGS) ist . 

19. Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein 
oder mehrere Helferlipide, ausgewahlt aus der 
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Gruppe Phosphatidylethanolamine, 
Phosphatidylglycerine und Diacylglycerine, 
enthalt. 

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19 , dadurch 
gekennzeichnet, daS sie als Helferlipid 
Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE) enthalt. 

21. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie als Helferlipid Oleoyl- 
palmitoylphosphatidylethanolamin (POPE) enthalt 

22. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie als Helferlipid 1-Mono- 
oleoyl-rac-glycerin (MOG) enthalt 

23. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie als Helferlipid 1.2-di- 
Oleoyl-rac-glycerin (DOG) enthalt. 

24. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie als Helferlipid 
Eiphosphatidylcholin (EPC) enthalt . 

25. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie als Helferlipid 
Eiphosphatidylethanolamin (EPE) enthalt . 

26. Zusammensetzung nach Anspruch 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie als Helferlipid 
Cholesterin enthalt. 

27. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend als 
wirksame Komponente eine Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 1 bis 25. 
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28. Verfahren zur Transf ektion hoherer eukaryotischer 
Zellen, dadurch gekennzeichnet , dafi man die Zellen 
mit einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 
1 bis 26 in Beruhrung bringt. 

29, Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 28 auf 
Saugetierzellen in vitro oder ex vivo. 
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Fig. 2 
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Fig. 3A 
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Fig. 3B 
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Luciferase aktivitat (Lichteinheiten) 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Fig- 7 
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Fig. 8 
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Fig- 9 
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